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摘要 建立一种以 EV71 3C蛋白酶为靶标的抗肠病毒药物筛选模型，并应用于小分子化合物库筛选具有抗 EV71活性的化合
物．从临床手足口病例标本中分离肠道病毒进行 PCR鉴定及基因组测序．通过插入突变在黄色荧光 YFP编码框合适位点处
引入 EV71 3C酶切位点，构建对 3C蛋白酶敏感的报告质粒 pcDNA3-mYFP，然后将其与表达 3C的质粒共转 293A细胞，在
3C抑制剂 Rupintrivir存在与否的情况下通过荧光显微镜和酶标仪检测 Ex(500nm)/Em(535nm)荧光信号的变化，判断建模是否
成功；利用建好的筛选模型在高通量药物筛选平台对小分子化合物库进行初筛和复筛；再利用空斑分析检测筛选出的活性化

合物是否对临床分离的 EV71 毒株具有抑制作用．mYFP 在 293A 细胞中表达良好，3C 的表达使荧光信号下降 80%，
Rupintrivir的存在则几乎不影响荧光表达，说明以 3C为靶位的筛选模型构建成功．经过高通量初筛和复筛从 26 000多种小
分子化合物中获得 26种能够显著回复 mYFP表达的活性化合物；空斑分析显示其中 2种化合物具有较为明显的抑制 EV71
复制的活性．因此，我们所构建的 3C-mYFP共表达系统是一种简便有效的、可用于高通量筛选抗 EV71 3Cpro药物的筛选

模型．
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手足口病(hand foot and mouth diseases, HFMD)
是全球性传染疾病，尤其在亚太地区广泛流行[1]．

近年来，手足口病发病率、重症和死亡病例数居于

中国丙类传染病之首．引发 HFMD的肠道病毒有
20多种(型)，其中以柯萨奇病毒 A16型(CVA16)和
肠道病毒 71型(EV71)最为常见[2-3]．全球首个保护

性 EV71灭活疫苗于 2015 年底在中国上市，该疫
苗为 C4a单价疫苗，对不同基因型的 EV71毒株感
染均有一定的保护作用，但无治疗作用．目前对于

已经感染 EV71 或其他肠道病毒的 HFMD 患者而
言，缺少有效的抗病毒药物，主要采取对症和支持

疗法．因而急需开发特异性抗肠病毒药物．

3C蛋白酶在 EV71 的生命周期中起着至关重
要的作用[4]，几乎参与了病毒复制过程中所有的蛋

白质剪切割[5]，同时又通过损伤宿主细胞促进自身

繁殖[6-10]，是抗病毒药物研发的重要靶点．高通量

药物筛选(high throughput screening，HTS)是一项快
速、高效、应用自动化操作系统对高容量的化合物

库中的样品进行高效筛选的技术[11]，是充分利用现

有药物资源寻找新型靶向药的最有效的方法之一．

本文通过在报告基因 YFP中插入 3Cpro敏感酶切位

点合并共转染分析，以报告基因 YFP的荧光强度
作为观察指标，建立了一个以 EV71 3C蛋白酶抑
制药为靶标的筛选模型，并将该模型应用于一个包

含 2万种小分子的化合物库，在高通量药物筛选平
台进行了初筛、复筛，最后利用临床分离的 EV71
毒株对筛选出来的活性化合物进行了抗病毒活性的

人工复证．

1 实验材料与方法

1援1 实验材料

1援1援1 细胞，载体与病毒

293A、RD细胞由中国科学院生物物理研究所
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高光侠课题组惠赠；pcDNA4-To myc/hisB 质粒购
自 Life technology；质粒 pcDNA3-YFP由中山医学
院人类病毒研究所保藏．

1援1援2 主要试剂

细胞培养基及血清购于 Gibco公司；所用到的
工具酶、PrimeScript誖 RT reagent Kit 购于 Takara
公司；Phusion 超保真 DNA 聚合酶购于 Thermo
Scientific公司；Trizol LS购于 Life Technology；转
染试剂 2010购于北京中科亚光生物科技有限公司；
Rupintrivir购于 Santacruz公司．Enamine Drug-like
library购于上海陶素生化科技有限公司．
1援2 实验方法

1援2援1 手足口病病原体的分离、鉴定以及毒株基因

组测序

11 例手足口病患儿咽拭子标本分别在 RD 细
胞连续扩培 2 代后，收集培养上清，用 Trizol LS
提取总 RNA，经 PrimeScript誖 RT reagent Kit反转
录得到病毒 cDNA，依据文献分别合成人肠道病毒
(包括但不限于 EV71 和 CVA16)、EV71、 CVA16
的核酸检测引物 PE、EV71、CVA16[1]．通过 PCR
鉴定毒株并将毒株冻存于-80℃备用．同时以病毒
cDNA为模板，设计引物 5忆UTR Fw：5忆 TTAAAA-
CAGCCTGTGGGTTG 3忆，3忆UTR Rev：5忆 TTTT-
TTTTGCTATTCTGGTT 3忆，用 Phusion 高保真酶
扩增全长片段，由生工生物工程(上海)股份有限公
司完成测序．

1援2援2 质粒构建

pcDNA3-mYFP以 pcDNA3-YFP为模板，设计
包含插入突变位点(下划线标注)的正向引物 5忆 C-
GCACAGCAACAGTACAGGGCCCAAGCCTTGA-
TTTTGCTGACAAGCAGAAGAACGGCAT 3忆，及
反向引物 5忆 GGCCATGATATAGACGTTGTGGC 3忆,
用 Phusion 超保真 DNA 聚合酶通过 PCR 反应在
YFP序列中间引入 3C 蛋白酶识别序列，获得
pcDNA3-modified YFP质粒(pcDNA3-mYFP)．

以 EV71 cDNA 为模板，设计引物 EV71 3C
Fw 5忆 cacGGATCCATGGGCCCGAGCCTTGACTT-
T 3忆， EV71 3C Rev: 5忆 cacGCGGCCGCTTATTG-
TTCACTAGCAAAGT 3忆，通过 PCR 反应得到
EV71 3C蛋白酶 cDNA序列，经 BamH玉和 Not玉
酶 切 后 插 入 对 应 限 制 性 酶 消 化 后 的 载 体

pcDNA4-TO myc/his B中，获得 EV71 3C的表达载
体，pcDNA4-3C．

1援2援3 以 3Cpro为靶标的质粒共转模型的建立

将 293A细胞按 1.5伊105个 /孔接种于 24孔板，
培养 18～20 h后按转染试剂 Lipo 2010说明书，每
孔以 pcDNA4-3C∶pcDNA3-mYFP为 250 ng∶100 ng
的比例瞬时转染 293A细胞，4 h后更换加入新鲜
培养液或含 Rupintrivir(50 nmol/L)的新鲜培养液，
48 h后通过倒置荧光显微镜观察，以黄色荧光蛋白
的表达情况为指标，考察 3C蛋白酶的活性．
1援2援4 EV71 3Cpro抑制物的高通量筛选

利用高通量药物筛选平台 TECAN EVO150
配备的 96 道自动加样系统，将 293A 细胞按
0.5伊105个 /孔浓度接种于 96孔板，并于培养 18～
20 h 后进行质粒转染．每孔按 pcDNA4-3C∶
pcDNA3-mYFP 为 50ng∶100ng 的比例转染 293A
细胞，4 h 后更换分别含溶剂 DMSO、阳性对照
Rupintrivir(50 nmol/L)、一定浓度(5 滋mol/L)小分子
化合物的新鲜培养液，72 h后倒弃培养基，用 PBS
洗 2次，应用 PerkinElmer EnVision多功能酶标仪，
在激发波长 Ex(500 nm)、发射波长 Em(535 nm)下
检测荧光强度，并记录分析．

1援2援5 空斑分析

将 1伊106个 /孔的 RD细胞接种于 6孔板，过
夜培养后，将待测病毒液(EV71-MZ)按 10 倍比稀
释感染细胞，每个稀释度 3个重复孔，在 37℃感
染 1 h后弃去上清，加入含 1.2%甲基纤维素、2%
血清的半固体培养基，置于培养箱培养 5～6天至
病毒蚀斑形成．经多聚甲醛固定、结晶紫染色、清

水漂洗、晾干后作空斑计数，计算病毒滴度

(PFU/ml)．以 MOI=0.001/0.01的 EV71-MZ病毒液
感染接种于 6孔板的 RD细胞，感染后，加入含有
5 滋mol/L化合物的半固体培养基，置于 37℃培养
箱培养，并进行空斑计数．以加入含有溶剂

DMSO的半固体培养基为对照，考察活性化合物
对病毒滴度的影响．

2 结 果

2援1 以 3Cpro为靶标的筛选模型的建立

为建立以 3C蛋白酶为靶标的筛选模型，我们
构建了 3Cpro 表达质粒 pcDNA4-3C 和含有 3Cpro 酶

切位点的报告质粒 pcDNA3-mYFP(图 1a)．二者共
表达时，3C酶切识别位点而使 mYFP失活、荧光
信号降低；当抑制 3Cpro活性的小分子化合物存在

时，mYFP的荧光信号不受影响．为考察该模型是
否工作，我们通过荧光显微镜检测了 3C活性正常
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2援3 空斑实验检测化合物的抗病毒活性

为进一步检测所筛选的活性化合物的体外抗病

毒活性，我们从手足口病临床标本中分离鉴定出一

株 EV71，命名为 EV71-MZ，完成了该病毒基因组

或受 Rupintrivir(阳性对照)抑制时对 mYFP表达的
影响．单转 pcDNA3- mYFP的情况下，观察到明
显的黄色荧光信号．质粒共转时，由于 3C蛋白酶
正常表达并发挥酶活性，导致黄色荧光信号很弱、

几乎观测不到，同时 3C的蛋白毒性引起显著的细
胞病变．Rupintrivir存在的情况下，由于 3C蛋白
酶活性受到抑制，mYFP保持完整从而表现出较强
的荧光信号．用酶标仪 Ex(500 nm)/Em(535 nm)定
量荧光信号的变化，设定未转染 3C质粒的荧光值

为 100%，3C的表达使荧光信号降低至 20%以下，
Rupintrivir则使荧光信号回复至 90%．YFP荧光信
号在转染后 12 h开始表达，72 h后开始减弱，48 h
时差异较为显著(图 1b, c)．上述结果表明，我们成
功建立了以 YFP荧光信号为考察指标的 EV71 3C
蛋白酶抑制物筛选的模型．该模型适用于对具有抑

制 3Cpro 活性 或潜在抑制 EV71 的抗病毒活性物
质的快速检测或筛选．

2援2 应用高通量平台筛选具有抑制 3Cpro活性的小

分子化合物

鉴于上述筛选模型的成功建立，我们利用高通

量药物筛选平台的自动加样系统及多功能酶标仪，

通过检测荧光信号是否回复以及回复的程度，对一

个含有 26 000多种化合物的药物库进行了高通量
筛选．结果发现 26个化合物具有潜在的明显抑制
3Cpro的活性，其中以编号为 10 和 19 的化合物抑
制活性最为显著(图 2)．

Fig. 1 Establishment of screening model targeting 3Cpro

(a) Schematic diagram of 3Cpro-mYFP screening model. (b, c) Fluorescence signal assay by fluorescence microscope and microplate reader.
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Fig. 2 Identification of 3Cpro inhibitors by high鄄throughput screening (HTS) Assay
26 compounds, numbering from 1 to 26, showed potential inhibition on 3C protease activity. mYFP, the fluorescence signal of mYFP in absence of

3Cpro, was set as 1.
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2援4 常见手足口病病原体 3Cpro酶活性催化位点高

度保守

引起手足口病的肠道病毒有 20 多种，对
NCBI GeneBank数据库已登记的肠道病毒，包括柯
萨奇病毒 A组 CVA4、CVA6、CVA10和 CVA16，
以及不同基因型的 EV71[12]，进行 3C 氨基酸序列
的比对分析，结果显示，尽管不同种类肠道病毒

3C蛋白酶全长氨基酸同源性仅约 80%，但其催化
活性位点 H40、E71、C147 却高度保守(图 4)，说
明以 3C蛋白酶活性为靶标进行筛选得到的化合物
可能具有潜在的广谱抗肠病毒活性．

3 讨 论

针对婴幼儿手足口病的治疗，目前仍缺乏有效

的多价疫苗和特异性抗病毒药物 [13-15]．Rupintrivir
虽然是一种广谱的抗病毒活性显著的 3C蛋白酶抑

制剂，对几乎所有受试的轮状病毒(HRV)和戊肝病
毒(HEV)分离株都显示出较好的抗病毒活性[16]，但

由于其口服生物利用性较差、体内代谢毒性高等缺

点，至今尚未能通过临床试验[17]．因此，继续研发

广谱、安全、高效、婴幼儿易服用的抗病毒药物，

是实现疾病控制目标的必要补充．

氨基酸序列同源性比对表明，肠道病毒的 3C
蛋白均具有典型的糜蛋白酶结构，其催化活性基团

His40、Glu71和 Cys147构成的 Cys-His-Glu催化三
联体高度保守，因此，以 3C 蛋白酶为靶标的药
物筛选对于开发潜在的广谱抗肠病毒药物具有重要

意义．

司沛等[18]根据荧光共振能量转移(FRET)的原理,
通过体外合成两端具有荧光基团并且含有 EV71多
聚蛋白自切割位点 3B-3C(有 Q-G连接)的多肽作为
底物来建立 EV71 3Cpro的测活平台．Guo等[19]把荧

Fig. 3 Antiviral activity assay of the small molecular compounds
(a) DMSO or the small molecular compounds (numbering 1-26) were individually added to the medium after virus infection. Viral titer was determined

by plaque assay. (b) Plaque formation of the compounds No.3 and No.8.

测序并上传至 NCBI GeneBank 数据库，收录号
(Accession number)为 KY582572．然后采用空斑实
验对高通量系统筛选获得的 26个活性化合物进行
了抗体外抗活病毒 EV71-MZ的人工复证．空斑实

验结果(图 3)显示，与 DMSO溶剂对照组相比，在
编号为 3和 8小分子化合物存在的情况下，空斑形
成数显著降低，表明这 2种化合物在一定程度上可
抑制 EV71病毒的复制，具有抗病毒活性．
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Fig. 4 The amino acid sequence alignment of 3Cpro of enterovirus
银: Catalytic sites of 3Cpro, H41, E71, C147. Residues in black are highly conserved. Block of similar residues are shadowed in blue. Weakly similar

residues are shadowed in red.

光虫荧光素酶基因的 N 端、C端分别融合表达相
互作用的肽段 A、肽段 B，并在中间插入 3C蛋白
酶识别作用位点建立报告基因系统．秦咸蕴等[20]建

立了 3C蛋白酶逆向酵母双杂交模型菌株固体培养
的方法．然而，这些模型对于药物化合物库的高通

量筛选，存在体外氨基酸肽段合成实验成本高、特

殊报告基因载体获取路径范围窄、载体构建技术难

度大、耗时长的弊端．

建立高效的药物筛选模型，尤其是适用于一般

高通量筛选平台的模型，可以大大地加快抗病毒药

物的研发进程．本实验成功建立的 EV71 3C-mYFP
共表达系统，高效便利、成本低、有利于加速 3C
蛋白酶抑制物的研发．我们在 20天内完成 26 000
多种化合物的初步筛选，并对表现出抑制活性的化

合物进行二筛确证，得到 26个潜在抑制 3Cpro活性

的化合物．但是在荧光显微镜观察发现，10、19
号化合物荧光信号回复程度较大是由于该药物自带

荧光，需进一步对这 26种化合物进行抗活病毒活
性检测．通过分离临床毒株，进行空斑实验检测，

发现其中 2 个化合物确实在一定程度上能抑制
EV71病毒复制．本文着重探究高通量筛选模型的
建立及实际应用，下一步将对筛选得到的两种具有

抗病毒活性的药物进行结构分析、抗 3Cpro作用机

制研究，为通过化合物的结构式反向寻找抑制 3C
活性的靶位及寻找抗 3C药物奠定基础．

在酶标仪检测系统中，由于某些化合物本身自

带荧光，荧光读值并不能如实反映 mYFP的荧光强
度，从而无法准确体现药物的抗病毒功能，致使筛

选过程中存在假阳性率较高，造成高通量筛选结果

与空斑分析结果存在偏差．因此，化合物库的药物

属性是不容忽视的．对于这类能自发荧光的化合

物，采用本实验建立的模型，用流式细胞仪高通量

检测 YFP表达情况来替代多功能酶标仪系统，将
能大大降低筛选过程中药物自身背景的影响，提高

阳性率，用于对不同药库的大量筛选．另外，利用

活病毒复证化合物的抗病毒活性是药物筛选的必要

环节．综上所述，本实验建立的筛选模型高效、简

便，同时也为建立更多蛋白酶活性抑制剂筛选模型

提供新思路．
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Establishment and Application of High鄄throughput Screening
Model for Antiviral Agents Targeting EV71 3Cpro*

ZENG Shi-Nuan1), LI Qian-Wen1), PAN Ting1), MENG Xiao-Bin2), HUANG Qing-Yuan2), GUO Xue-Min1)**
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Abstract Enterovirus 71 (EV71) is the main causing agent of hand-foot-mouth disease (HFMD), however, the
specific antiviral agents are still not commercially available. In order to find antiviral agents against EV71, a high
throughput drug-screening model targeting EV71 3Cpro was established and a small-molecular compound library
was screened. The virus EV71-MZ was isolated from an HFMD patient, and identified by PCR. A 3Cpro recognition
site was inserted into the middle region of YFP open reading frame to generate the mYFP by insertion mutation.
The full length mYFP proteins were observed by fluorescence microscope and the protein level was measured by
using microplate reader in Ex(500 nm)/Em(535 nm). Change of the fluorescence value reflected the degree of the
inhibition on 3Cpro activity. A small-molecular compound was screened by using the established screening model in
the high throughput drug screening system, then the antiviral activity of the active compounds was further
evaluated by plaque assay. As a result, mYFP expressed well in 293A cell; the expression of 3Cpro reduced the
fluorescence signal remarkably, however, the signal was recovered by adding Rupintrivir, an inhibitor of 3Cpro.
These results indicated that the screening model targeting 3Cpro was established successfully. 26 of 26 000
compounds significantly reverted the fluorescence signal of the mYFP in the presence of 3Cpro; noticeably, two of
the 26 compounds, i.e. numbering 3 and 8, exhibited strong antiviral activity by plaque assay. All together,
3C-mYFP co-expression system is an optimized and effective screening method for high-throughput screening of
anti-EV71 3Cpro drugs.

Key words hand foot and mouth disease (HFMD), enterovirus 71, 3C protease, high throughput-screening,
antiviral drugs
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